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1. Introducción 
 
Los vinos finos se elaboran mediante el proceso de crianza biológica, que básicamente 
consiste en el desarrollo y mantenimiento sobre la superficie del vino de una película de varios 
milímetros de espesor de levaduras de color marfil, conocidas como “velo de flor”. Este tipo de 
crianza se  lleva a cabo después de  la  fermentación del mosto de uva, cuando  la  levadura de 
flor es predominante en un medio donde los azúcares glucosa y fructosa se han consumido y el 
contenido en etanol es elevado [1]. 
 
El etanol ejerce sobre las levaduras un efecto tóxico, pero también puede ser utilizado 
como una fuente de carbono, dependiendo de la adaptación de las levaduras a las condiciones 
del medio.  Los metabolitos excretados por  las  levaduras de  flor, al  consumir  las  fuentes de 
carbono remanentes de  la fermentación previa, determinan  la calidad organoléptica del vino 
fino obtenido [2]. 
RESUMEN: 
 
La crianza biológica de los vinos tipo Sherry es un proceso que se caracteriza por la formación 
y mantenimiento sobre  la superficie del vino de una película (biofilm) de  levaduras  llamada 
“velo de  flor” que aporta el aroma y  sabor  característico de estos vinos. Para dilucidar  las 
rutas metabólicas de relevancia en una condición típica de velo de  flor, se han  identificado 
enzimas  sobreexpresadas de una  levadura de  flor mediante  la  técnica de  fraccionamiento 
OFFGEL  y  detección  LTQ  Orbitrap  XL  MS.  Como  referencia  se  ha  comparado  con  una 
condición  sin  formación  de  velo  de  flor.  Los  resultados  indican  una  sobreexpresión  de 
proteínas  en  formación  de  velo  relacionadas  con  las  rutas  metabólicas  del  complejo  2‐
cetoglutarato deshidrogenasa,  la cadena de  transporte de electrones, el ciclo de  los ácidos 
tricarboxílicos (TCA) y de glioxilato, la degradación de isoleucina y leucina, y la biosíntesis de 
folato,  entre  otras.  Los  resultados  obtenidos  podrían  servir  como  una  herramienta  para 
desarrollar estrategias  con objeto de mejorar  la  calidad de  los vinos  sometidos a procesos 
tales como la crianza biológica. 
 
Palabras clave: velo de flor, Saccharomyces cerevisiae, proteínas, rutas metabólicas, OFFGEL, 
LC‐MS/MS. 
 119 
 
En este estudio,  se ha utilizado  la  técnica OFFGEL y el espectrómetro de masas LTQ 
Orbitrap  XL MS  para  el  fraccionamiento  e  identificación,  respectivamente,  de  las  proteínas 
participantes en rutas metabólicas. Paralelamente, se han sometido a  las mismas técnicas de 
análisis, las proteínas de células de levadura desarrolladas durante 12 horas en un medio pre‐
fermentativo, con objeto de usar la información obtenida como referencia para comparar con 
las proteínas en una y otra condición de cultivo. El objetivo de este  trabajo es  identificar  las 
proteínas más abundantes y las rutas metabólicas en las que intervienen durante la formación 
de velo de flor. 
 
2. Material y métodos 
 
La  cepa  de  levadura  que  se  usó  en  este  estudio  fue  Saccharomyces  cerevisiae  G1 
(ATCC: MYA‐2451). Se inocularon con 5 x 106 células/mL (células crecidas previamente en YPD) 
dos medios de cultivo diferentes: uno de referencia (CR) que contenía como fuente de carbono 
17% glucosa (YNB con ácido glutámico como fuente de nitrógeno) y otro de formación de velo 
de  flor  (CVF) que contenía 10% etanol y 1% glicerol como fuente de carbono  (YNB con ácido 
glutámico como fuente de nitrógeno). Las células se recogieron en fase exponencial en ambas 
condiciones,  12  horas  y  29  días,  respectivamente.  Para  el  análisis  proteómico  se  usó  el 
fraccionador OFFGEL para su separación por punto  isoeléctrico  (pH 3‐10) y el espectrómetro 
de masas  LTQ  Orbitrap  para  su  identificación  [3].  Con  el  fin  de  comparar  la  cantidad  de 
proteínas detectadas en  la misma condición y entre  las dos condiciones, se ha realizado una 
cuantificación  relativa  utilizando  el  índice  emPAI  o  índice  modificado  de  abundancia  de 
proteínas de forma exponencial [4]. Tras la identificación y cuantificación, se seleccionaron las 
proteínas  implicadas  en  las  rutas  metabolómicas  según  la  base  de  datos  SGD 
(http://www.yeastgenome.org/). 
 
3. Resultados 
 
En este estudio se han identificado un total de 413 proteínas de levadura de flor bajo 
la condición de velo de  flor  (CVF) y 611 bajo  la condición de  referencia  (CR). Tras aplicar un 
filtrado usando la base de datos SGD, se seleccionaron aquellas proteínas que están implicadas 
en rutas metabólicas para su posterior discusión, obteniendo así 114 proteínas en la CVF y 144 
en la CR. 
 
Entre  las  proteínas  más  abundantes  en  CVF  se  observó  un  mayor  número,  en 
comparación con  la condición de referencia, de aquellas que participan en rutas como  la del 
complejo  2‐cetoglutarato  deshidrogenasa,  cadena  de  transporte  de  electrones,  ciclo  de  los 
ácidos tricarboxílicos (TCA) y de glioxilato, degradación de isoleucina y leucina, y la biosíntesis 
de folato (Fig. 1). Por otro lado, las rutas metabólicas con proteínas más sobreexpresadas en la 
CR  fueron  el  sistema  de  glutatión‐glutaredoxina,  el  sistema  de  tioredoxina,  la  ruta  de 
asimilación del sulfato y la biosíntesis de histidina (Fig. 1). 
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Figura 1. Rutas metabólicas de la levadura de flor bajo una condición de formación de velo de 
flor (CVF, rojo) y una condición de referencia (CR, azul) considerando sólo las proteínas más abundantes. 
 
Las  rutas del complejo 2‐cetoglutarato deshidrogenasa y  la cadena de  transporte de 
electrones  fueron  aquéllas  que  en  CVF  presentaron  mayor  diferencia  con  respecto  a  CR. 
Ambas,  agruparon 3 proteínas más  abundantes  (Kgd1p, Kgd2p  y  Lpd1p en el primer  caso  y 
Cor1p, Qcr6p y Sdh1p) mientras que en CR, ninguna proteína con esta función fue detectada 
con mayor abundancia. El complejo 2‐cetoglutarato deshidrogenasa incluye 3 enzimas (las tres 
detectadas  en  CVF),  éstas  transforman  los  ácidos  2‐oxo  a  los  derivados  de  acil‐CoA 
correspondientes y produce NADH y CO2 en una reacción irreversible. En cuanto a la cadena de 
transporte de electrones, ésta constituye el paso final de la vía respiratoria, que está implicada 
en  la síntesis de ATP, así como en el transporte de metabolitos a través de  la membrana [5]. 
También relacionada con la respiración aerobia está el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) y 
de glioxilato. En este estudio se han detectado 11 proteínas más abundantes en CVF y 1 en la 
condición  de  referencia.  Estas  rutas  se  pueden  enmarcar  en  el  contexto  del metabolismo 
oxidativo que desarrollan las levadura de flor en condiciones de crianza biológica, a través del 
cual  el  etanol  es  oxidado  y  se  producen  subproductos  responsables  del  sabor  y  aroma 
característicos del vino fino [2,6]. 
 
Además,  un  alto  porcentaje  de  proteínas  con  más  abundancia  en  CVF  fueron 
agrupadas  en  dos  rutas  de  degradación  de  aminoácidos  y  en  la  síntesis  de  foltato.  Estos 
aminoácidos  fueron  la  isoleucina y  la  leucina. En ambos, su  isómero L  forma parte de  los 22 
aminoácidos proteinogénicos mientras que su  isómero D se utiliza como  fuente de carbono, 
nitrógeno, y de energía a través de la vía de Ehrlich que culmina en la reducción del aldehído 
para formar un alcohol de cadena  larga o complejo, conocido como un alcohol fusel o aceite 
de fusel. Los alcoholes fusel son compuestos de sabor y aroma  importantes en  los productos 
alimenticios y bebidas  fermentades  [7]. En cuanto al  folato, o vitamina B9, se  identificaron 6 
proteínas más  abundantes  bajo  esta  condición  que  están  relacionadas  con  su  síntesis.  Este 
compuesto contiene propiedades  saludables y  se usa como aditivo alimenticio ya que el  ser 
humano  es  incapaz  de  sintetizarlo  [8,  9].  Futuros  análisis metabolómicos  se  requieren para 
detectar  la posible presencia de esta molécula que hasta  la  fecha no ha sido descrita en  los 
vinos finos. 
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4. Conclusiones 
 
Como  resultado  de  un  análisis  proteómico,  se  ha  detectado  un  alto  porcentaje  de 
proteínas  presentes  en  altas  concentraciones  en  la  condición  de  formación  de  velo  de  flor 
relacionadas con las rutas metabólicas del complejo 2‐cetoglutarato deshidrogenasa, la cadena 
de  transporte  de  electrones,  el  ciclo  de  los  ácidos  tricarboxílicos  (TCA)  y  de  glioxilato,  la 
degradación  de  isoleucina  y  leucina,  y  la  biosíntesis  de  folato,  cuya  presencia  no  ha  sido 
descrita hasta  la fecha en  los vinos finos. Estos datos pueden servir como un recurso para el 
desarrollo de estrategias con objeto de mejorar  la calidad de  los vinos sometidos a procesos 
tales como la crianza biológica. 
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